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論文題目 
Live-cell FRET imaging reveals a role of extracellular signal-regulated kinase activity 
dynamics in thymocyte motility（FRETバイオセンサーを用いた胸腺細胞の生体
イメージングが解明した、細胞外シグナル調節キナーゼによる運動動態制御） 
（論文内容の要旨） 
【 背 景 】 骨 髄 か ら 移 入 し た T細 胞 前 駆 細 胞 （ 胸 腺 細 胞 ） は 、 胸
腺 内 微 小 環 境 に お け る 細 胞 間 相 互 作 用 を 経 て 成 熟 し 、 T細 胞 へ
分 化 す る 。胸 腺 細 胞 の 運 動 制 御 は 正 常 な 細 胞 間 相 互 作 用 確 立 と
関 係 す る た め 、そ の 分 子 メ カ ニ ズ ム を 理 解 す る こ と は 重 要 で あ
る 。細 胞 外 シ グ ナ ル 調 節 キ ナ ー ゼ（ E R K）は 、T細 胞 受 容 体（ T C R）
に よ り 活 性 化 さ れ 、 T細 胞 の 成 熟 と 分 化 に 必 須 の 分 子 で あ る こ
と が わ か っ て い る 。し か し 、従 来 の 技 術 で は 生 体 組 織 内 を 運 動
す る 単 一 細 胞 に つ い て E R K活 性 の 経 時 変 化 を 評 価 す る こ と が
困 難 で あ っ た た め 、胸 腺 細 胞 の 運 動 制 御 に E R Kが ど の よ う に 関
与 す る の か は わ か っ て い な か っ た 。そ こ で 本 研 究 で は 、胸 腺 細
胞 の 運 動 制 御 分 子 メ カ ニ ズ ム 解 明 の た め に 、胸 腺 細 胞 の E R K活
性 と 運 動 動 態 の 関 連 を 胸 腺 組 織 内 で 調 べ た 。  
【 方 法 】胸 腺 組 織 内 で 細 胞 内 E R K活 性 を 可 視 化 す る た め に 、蛍
光 共 鳴 エ ネ ル ギ ー 移 動 （ F R E T） に 基 づ く E R Kバ イ オ セ ン サ ー
用 い 、 こ れ を T 細 胞 特 異 的 に 発 現 す る マ ウ ス を 作 製 し た
（ L c k - E K A R E V- N L S）。 こ の マ ウ ス 由 来 の 胸 腺 細 胞 を 二 光 子 励
起 顕 微 鏡 下 に 観 察 し 、胸 腺 組 織 内 に お け る E R K活 性 と 運 動 速 度
を 調 べ た 。  
【 結 果 と 考 察 】 R O S A 2 6領 域 へ E R Kバ イ オ セ ン サ ー 遺 伝 子 を 導
入 し た 新 規 レ ポ ー タ ー マ ウ ス を 作 出 し 、T細 胞 特 異 的 C r eマ ウ ス
と 交 配 す る こ と で L c k - E K A R E V- N L S マ ウ ス を 得 た 。
L c k - E K A R E V- N L Sマ ウ ス を 評 価 す る た め に 、抗 C D 3抗 体 を 投 与
し T C R刺 激 を 加 え 、 F R E T効 率 の 上 昇 を 確 認 し た 。 ま た 、 阻 害
剤 投 与 に よ り F R E T効 率 の 低 下 が 認 め ら れ た 。 こ れ ら の 結 果 か
ら L c k - E K R E V- N L Sマ ウ ス は T細 胞 E R K活 性 を 可 視 化 で き る こ
と が 確 認 さ れ た 。 次 に 胸 腺 の F R E Tイ メ ー ジ ン グ を 行 い 、 胸 腺
細 胞 の E R K活 性 は 細 胞 毎 に 多 様 性 を 持 つ こ と を 明 ら か に し た 。 
 更 に 、 サ ブ セ ッ ト 間 で E R K活 性 が 異 な る か 検 討 す る た め に 、
C D 4 C D 8ダ ブ ル ポ ジ テ ィ ブ ( D P )、 C D 4 / C D 8シ ン グ ル ポ ジ テ ィ ブ
( C D 4 - S P、 C D 8 - S P )に 分 類 し E R K活 性 を 比 較 し た 。 D Pは S Pに 比
べ て E R K活 性 が 高 く 、分 化 段 階 に 応 じ て E R K活 性 が 低 下 す る こ
と が 示 唆 さ れ た 。  
 E R K活 性 と 運 動 速 度 の 関 連 を 調 べ る た め 経 時 観 察 を 行 い 、胸
腺 細 胞 の E R K活 性 は 運 動 速 度 と 負 の 相 関 関 係 に あ る こ と を 見
出 し た 。こ の 結 果 は 阻 害 剤 処 理 で も 確 認 で き 、胸 腺 細 胞 の E R K
活 性 化 が 運 動 抑 制 に 作 用 し て い る と 示 さ れ た 。  
 単 一 細 胞 レ ベ ル に お い て E R K 活 性 化 が 運 動 速 度 を 抑 制 す る
か 評 価 す る た め に 、 細 胞 毎 に E R K 活 性 と 運 動 速 度 と の 相 関 を
調 べ た 。ま た 、そ れ ぞ れ の 平 均 値 か ら の 偏 差 を 算 出 し そ の 相 関  
も調べた。その結果、D Pお よ び C D 8 - S Pで は E R K活 性 と 運 動 速 度 と
の 間 に 、一 方 C D 4 - S Pで は 偏 差 間 に 負 の 相 関 関 係 が 認 め ら れ た 。
E R K活 性 化 に よ る 運 動 抑 制 様 式 が サ ブ セ ッ ト 間 で 異 な る も の
と 考 え ら れ た 。  
 C D 4 - S Pの E R K活 性 に 偏 差 を も た ら す 因 子 を 解 明 す る た め 、
M H Cク ラ ス I I分 子 を 欠 損 し た 胸 腺 組 織 内 で E R K活 性 お よ び 運
動 速 度 を 調 べ た 。そ の 結 果 、E R K活 性 変 動 の 低 下 お よ び 運 動 速
度 の 上 昇 が 認 め ら れ た 。 従 っ て C D 4 - S Pは T C Rと M H Cク ラ ス I I
分 子 を 介 し た 細 胞 間 相 互 作 用 に よ る E R K活 性 化 に 応 じ て 運 動
速 度 が 抑 制 さ れ る と 示 唆 さ れ た 。  
【 結 論 】胸 腺 細 胞 の 運 動 が E R K 活 性 化 に よ り 抑 制 さ れ る こ と 、
な ら び に そ の 抑 制 様 式 が サ ブ セ ッ ト 間 で 異 な る こ と を 明 ら か
に し た 。 F R E T イ メ ー ジ ン グ に よ り 生 理 的 条 件 下 で の 解 析 が 可
能 に な る と 考 え ら れ 、T 細 胞 運 動 制 御 研 究 に お け る 本 手 法 の 有
用 性 が 示 さ れ た 。  
（論文審査の結果の要旨） 
 E R K マ ッ プ キ ナ ー ゼ は 細 胞 膜 の 情 報 を 感 知 し 、細 胞 の 増
殖 、 分 化 、 運 動 な ど を 制 御 す る 。 胸 腺 細 胞 の 分 化 成 熟 に 、
適 切 な 運 動 制 御 お よ び E R K 活 性 が そ れ ぞ れ 必 須 で あ る こ
と が 知 ら れ て い た 。し か し 、こ れ ま で 組 織 内 の 単 一 細 胞 に
つ い て E R K 活 性 の 経 時 変 化 の 評 価 は 困 難 で あ っ た た め 、
胸 腺 細 胞 の 運 動 制 御 に E R K 活 性 が 関 与 す る の か ど う か 不
明 で あ っ た 。 こ の 問 題 を 克 服 す る た め に 、 申 請 者 は E R K
活 性 を 経 時 的 に 可 視 化 で き る F R E T バ イ オ セ ン サ ー の 発 現
ユ ニ ッ ト を R O S A 2 6 遺 伝 子 座 へ 導 入 し た 新 規 マ ウ ス を 作
出 し た 。そ の 結 果 、従 来 は 観 察 困 難 で あ っ た 組 織 胸 腺 細 胞
の F R E T イ メ ー ジ ン グ が 可 能 と な っ た 。 こ の 技 術 に よ り 、
組 織 か ら 単 離 し た 胸 腺 細 胞 を 用 い て は 観 察 で き な い 、 D P
細 胞 と C D 4 - S P あ る い は C D 8 - S P 細 胞 間 の E R K 活 性 の 差 を
発 見 し た 。更 に 、E R K 活 性 が 胸 腺 細 胞 の 運 動 を 抑 制 す る こ
と 、 そ の 抑 制 様 式 が サ ブ セ ッ ト 間 で 異 な る こ と を 見 出 し
た 。特 に C D 4 - S P 細 胞 で は T C R と M H C ク ラ ス I I 分 子 を 介
し た 細 胞 間 相 互 作 用 が E R K 活 性 に 動 的 変 化 を 生 み 、 結 果
と し て 細 胞 運 動 を 抑 制 す る こ と を 明 ら か に し た 。E R K 活 性
化 に よ る 運 動 抑 制 が T C R を 介 し た 抗 原 認 識 に 貢 献 し 、 正
常 な T 細 胞 の 産 生 へ 寄 与 す る こ と が 示 唆 さ れ た 。  
以 上 の 研 究 は 、 胸 腺 細 胞 の 運 動 制 御 に 関 す る E R K 活 性
動 態 の 機 能 解 明 に 貢 献 し 、胸 腺 細 胞 の 運 動 制 御 分 子 メ カ ニ
ズ ム の 理 解 に 寄 与 す る と こ ろ が 多 い 。  
 し た が っ て 、本 論 文 は 博 士（  医 学  ）の 学 位 論 文 と し て 価
値 あ る も の と 認 め る 。  
 な お 、 本 学 位 授 与 申 請 者 は 、 平 成 3 1 年 2 月 4 日 実 施 の
論 文 内 容 と そ れ に 関 連 し た 試 問 を 受 け 、合 格 と 認 め ら れ た
も の で あ る 。  
要 旨 公 開 可 能 日 ：       年    月    日  以 降  
